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Patentanspruch: 

1 . Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Oipeptidyl Peptidase IV, gekennzelchnet dadurch, 
daS AminosSureamide der allgemeinen Formel I 

A-B (I) 

synthetisiert werden, worin A und B wie folgt definiert sind: 

A » a-Aminocarlwn8aurederStnilrturH2K^HR--COOH (R « aliphatischer, aromatischer oder 
heterocyclischer Rest, beispielsweise Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threonin, Cystein, Methionin, 
Rrolin, Lysin, Arginin, Histidin, GlutaminsSure, Glutamin, AsparaginsSure,Asparagin,Phenylalanin, 
Tyrosin, Tryptophan, Norvalin, Norleucin, Ornithin, 2,4-Diaminobuttersflure, a-Aminobutters3ure, 
vorzugsweise Isoleucin- Jewells in der L-Konfiguration, a-Aminoisobutterslure, im Falle der 
trifunktionellen Aminosiuren auch die entsprechenden N"- oder C w - oder 0- bzw. S-substituierten 
Derivate in der L-Konfiguration, vorzugsweise N"-Acyl, C"- bzw. O-Benzyl-AminosSuren, 
beispielsweise NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, O-Benzyl-L-Serin, O-Benzyl-L-Tyrosin, 
L-GIutaminsSure-y-benzylester, L-AsparaginsSure-p-benzylester sowie entsprechende, 
insbesondere durch Halogen, Nitro-, Hydroxy-, niedere lineare oder verzweigte Alkyl- bzw. Alkoxy- 
Reste ringsubstituierte Derivate des ^Phenylalanine L-Tyrosins, L-Tryptophans, vorzugsweise 
4-Nitro-L-Phenylalanin bzw. a-lminocarbonsauren 

derStruktur HN ; CH-COOH mitn = 2,3,4 beispielsweise L-Azetidin-2-carbonsaure, 

L-Prolin, L-PipecolinsSure, verwandte Verbindungen wie L-3,4-Dehydroprolin, L-Thioprolin sowie 
die entsprechenden durch Halogen-, Nitro-, Hydroxy-, Cyano-, niedere lineare oder verzweigte 
Alkyl- bzw. Alkoxyreste substituierten Derivate, beispielsweise L-4-Hydroxyprolin. 
B » spezielle heterocyclische Amine Oder heterocyclischeAminaldehyde: Pyrrolin, Thiazolin, 
Piperidin, Morpholin, Pyrazolin, Pyrazolidin, Piperazin, Oxazolin, Oxazolidin, Imidazolin, 
Imidazolidin, Azetidin, Aziridin vorzugsweise Pyrrolidin, Thiazolidin, L-Prolinal, L-Thioprolina^ 
sowie die entsprechenden durch Halogen-, Nitro- bzw. Alkylreste substituierten Derivate una ihre 
Darstellung ausgehend von X-A-Y bzw, X-A(Z>-Y (im Falle einer trifunktionellen Aminosaure fur A) 
durch Umsetzung mit B, worin A und B wie oben definiert sind, X fur eine in der Peptidchemie 
gebriuchliche a-Aminoschutzgruppe, vorzugsweise der tert. Butyloxycarbonyl-Rest steht, Z in 
Abhdngigkeit von der Struktur der trifunktionellen Aminosaure eine gebrSuchliche 
Seitenkettenschutzgruppe, bevorzugt vom tert. Butyl-Typ (tert Butyloxycarbonyl, tert. Butylester, 
0- oder S-tert. Butyl) darstellt, und Y Hydroxy, Aktivester, bevorzugt Pentafluorphenyl bzw. 
N-Hydroxysuccinimidester bedeutet nach den in der Peptidchemie ublichen Methoden zur 
Knupfung der Amidbindung, vorzugsweise uber die Mischanhydridtechnik bzw. die 
Aktivestermethode erfolgt und anschlieBend die fur X und Z eingesetzten Schutzgruppen mit den in 
der Peptidchemie ublichen Deblockierungsverfahren fur die oben genannten Schutzgruppen vom 
tert. Butyl-Typ durch Acidolyse entfernt und falls erforderlich durch Umkristallisation bzw. durch 
Saulenchromatographie an Sephadex G 10 oder schwach saurem lonenaustauscher gereinigt 
werden. 

2. Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV nach Anspruch 1 , 
gek nnzeichn t dadurch, daS die Aminosaurederivate 

lle-pyrrolidid, 
lle-thiazolidid, 
lle-prolinal, 
lle-thioprolinal, 

NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-pyrrolidid, 
N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-thiazolidid, 
N c -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-prolinal 
N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-thioprolinal. 
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkpotenz bevorzugte Verbindungen darstellen. 
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3. V rfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV nach Anspruch 1 und 2, 
gekennzeichnet dadurch, daft diese und/oder deren phanmazeutisch annehmbare Salze die 
katalytische Aktivitit des Enzyms in gereinigter Form als auch in normalen Oder ppthologisch 
verfinderten menschlichert und tierischen Organen, Geweben und Zellen menschUcher, tierischer, 
pflanzlicher und mikrobielter Hericunft sowohl in vivo als auch in vitro hemmen und als potentielle 
Therapeutika In Bereichen derdurch die Dipeptidyl Peptidase IV regulativ gesteuerten 

* Stoffwechselprozesse fur die Medizin von Bedeutung sind. 



Anwendungsgebtot dec Erflndung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (OPIV) auf der Basis spazieller 
Aminos fiurederivate mit heterocycllscher AmWstruktur. Die erfindungsgeml&en Verbindungen hemmen die kaUlytische 
Aktivitit der Dipeptidyl Peptidase IV kompetitiv und kdnnen als reversible DO IV-lnhibitoren im Bereich medizinisch-biologischer 
Prozesse, an denen das Eruym f unktionell beteiligt ist, als potenUelle Diagnostika bzw. Therapeutika zur Anwendung kommen. 
Die Erfindung ist zur Anwendung in der Human- und VeterinSrmedizin, Pathobiochemie, Pharmakologie, Immunbiochemie und 
fur die pharmazeutische Industrie geeignet. 



Charakterlstika des bekannten Standes der Technik 

Die Dipeptidyl Peptidase IV ist ein im Slugerorganismus ubiquitSr vorkommendes Enzym. Sie ist eine Serinprotease mit 
ausgepragter Substratspezifitlt, die konsekutiv vom N-terminalen Ende einer Peptid- oder Proteinkette Oipeptide der Str uktur 
X„-Pro und X„-Ala abspahet, vorausgesetzt in dritter Position der Sequerz bennden sich keine Prolin- oder Hydroxyprolin-Reste 
(vgl KOllertz et at., Dipeptidyl Peptidase IV - Chemle, Blochemle und physlologlsche Aspekte, BeitrBge zur Wirkstofforschung 
Heft 1 1, Akademie-lndustrie-Komplex Aranelmittelforachung 1981). Neuere Befunde zeigen, daQ die Dipeptidyl Peptidase IV ein 
physiologisch-blochemisch relevant©* Enzym zu sein scheint, das an einer Reihe von Stoffwechselprozessen, u.a. der 
Bluldruckregulation, Blutgerinnung und Proliferationsprozessen funktionell beteiligt ist <vgl. G. KOllertz et al., Dipeptidyl 
Peptidase IV-Biochemle, Physiologie und Pathobiochemie, Beitrlge zur Wirkstofforschung, Heft 27, Akademle-lndustrie- 
Komplex Aanoimlttelforschung 1 986). Bekannt 1st, daft X„-Pro- bzw. X„-Ala.Dipeptido als kompetitive Inhibitoren der Dipeptidyl 
Peptidase IV wirksam sind, wobei ihre inhibitorische Wirkpotenz von der Struktur des N-terminalen Aminosiure X„ abhangig ist. 
Insgesamt gesehen ist aber ihre inhiWtorische Wirksamkeit nicht stark ausgeprlgt (H. U Demuth, Dissertation A, Math.-Nat. 
Fakultlt der Univershit Halle 1981). DarOber hinaus wurden kurzfich irreversible Inhibitoren (Acylenzyminhibttoren) fur die 
Dipeptidyl Peptidase IV vom Dipeptidyf-O-Aroyl-hydroxylamin-Typ boachrieben (vgl. H.U. Demuth et al., J. Enzyme Inhibition 
[19881, 2, 129). Bei solchen Inhibitoren sind tapdkologlache Bedenken bei In-vivo-Untersuchungen nicht auszuschlietten. 
Au&erdem Ist im Falle eines therapeutlscherTEinsatzes von DP IV-lnhibitoren der reversiblen Hemmung von Enzymakti vita ten 
der Vorzug zu geben. 



Zlel der Erflndung 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, einfach herstelibare, hochwirksame reversible Inhibitoren fur die Dipeptidyl Peptidase I 
auf der Basis spezieller Aminosaurederivate mit heterocyclischer Amidstruktur zur Verfugung zu stellen, die als gut vertrSgto 
Substanzen sowohl in vitro als auch in vivo die katalytische Aktivitit der DP IV kompetitiv hemmen, wobei zweckgebunden » 
Abhangigkeit von der Molekulstruktur eine graduelle Abstuf ung ihrer inhibitorischen Potenz erreicht warden kann und die 
bevorzugt in der Medizin, sowohl im Bereich der Diagnoslik als auch in der Therapie von Bedeutung sein konnten. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Inhibitoren fur die Dipeptidyl Peptidase IV vom Aminosaureamid-Typ zu 
entwickeln, die reversibel die katalytische Aktivitit der DP IV hemmen und sich durch folgende Vorteile auszeichnen; 

1. Einfache Molekulstruktur 

2. Einfache und damit kostengunstige Herstellung 

3. Gezielte Modulierung der inhibitorischen Wirkpotenz durch Strukturmodifikation 

4. Giinstige physikalisch-chemische Parameter im Sinne einer hohen Penetrierfahigkeit 

5. Hone Bioverfugbarkeit am Wirkort 

Die Aufgabe wird daducch geldst, daQ Aminosaureamide der allgemeinen Formel I 



synthetisiert werden, worin A und B wie folgt definiert sind: 

A » a-Aminocarbonsiure der Struktur H,N-CHR-COOH (R-aliphatischer, aromatischer Oder heterocyclischer Rest): 
beispielsweise Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threon in, Cystein, Methionin, Prolin, Lysin, Argintn, Histidin, Glutaminsaure, 
Glutamin, Asparaginsiure, Asparagin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Norvalin, Nor!eucin, Ornilhin, 
•» a r»:,«;««K..«*r C a..r* n.AminnhiirtAr«jiurA vnmin«tw«isft Isnleticin- ieweils in der L*Konfiauration. a-Aminoisobuttersa .ire, im 
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Struktur 

plCH = )„ 1 

CH-COOII 



lle-pyrrolidid, 
lle-thiazolidid, 
lle-pfolinal, 
lle-lhioprolinal, 

NM-Nitrobeiuyloxycarbonyl-Lys-pyrfolidid. 
NM-Nitrobeniyloxycarbonyl-Lys-thiaxolidid, 
NM-Ni.robenzyloxycarbonyl-Lys-prolinal. 

N'-4-Nitrob«niyloxycarbonyl-Ly«-thioprolintL ,„ K ihito,«n d.r DP IV arfolat ausgehertd von X-A-Y 

DiaD.rs..Hungdar.rr,ndun a .gamaBa^ 

Amlnosaureamiden det allgamainen Formal II und III 

(ID 

X-A-B 

(III) 

X-A(2)-B 

mil A, B. X, Z in der obigcn Definition. 
Vo^sweisaarfo.^diaKnOpfun^^^ 

Mlivas.arma.hoda. wobal ^^^^^^^^"S^^K durch Umkristallisation bzw. due ch 
g.schO.z.anAminos.ura.mW.dar.laam^ 



\ 
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AusNhningtMspM* 

AmtnoHun^ L-ThJoprdin (L.Thiaxolidin-4-carbon.Aure) 

AcOH Esalgrfure 

Boc tert Butytoxycarbonyl 

CAIBE Chlortohlensaureisobutylester 

PC DOnntehkhtchromatoflramm, -chromatographisch 

OP iv Dipeptidyl Peptidase IV 

<LTh. derTheorie 

Eg Essigsaureeihylester 

EtOH Ethanol 

Pp Schmelxpunkt 

h Stunde(n) 

jVtk irnVakuum 

LM Idsungsmittel 

MaOH Methanol 

Min. Minuten 

NEM N-Ethylmorpholin 

OPfp pentafluorphenylester 

pNA 4-Nitroanilid 

Raumtemperatur 

sc saulenchromatographie. -chromatographisch 

TEA Triethylamin 

XHF Tetrahydrofuran 

Z(HO z ) 4Nitroben2yloxycarbonyl 

CSSRJwurdenverwendet: 70 + 30 + 1.5 

BAE Benrtn-Aceton-Essigsaur* « T «L 90 

BAW 2-Butanol-Ameisensaure-Wasser 75 + v> + ^ 

£ WE 1 . B utanol-E»si9saure.Wasser-Ess.gester 20 + 20 + 20 + 20 

BREW 1 .Butanol-Pyridin.Essigsaure.Wasser 30 + 20 + 6 + 24 

CM ChloroforrtvMethanol !aIir a ^4.?3 

EPEW Essigester-Pyridin-Essigsaure-Wasser »+ 15 + + 

Inhibitorkonzentratiort 3fach durchgefuhrt. 

Betspiel I s — | 

Nit/obenzvloxycarbony^^^^ ^— ' " HCI) 

Mntgung .rfJo» SC .» Sq*«U« 010 mi. 0.1 M AcOH .1* EI.uk.okM. 
Ausbeute: 

Fp: 157-160°C 

lalS 0 : +9,67° (c«1. AcOH) 

DC: einheitlich in BAW, BEWE und 8PEW 

Ki: (3,46 :£ 0.5)* 10 _ 'M 
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BcispMU ^ — . 

UV-^n-W* ■ h ^^7'^^ mjt NEM und 650 „ CMBE versaUt. Nach 8 Min. «*. m.n 

Boo-V.l-N CZ3 wurd« bei RT 30Min. mh 3N Ha/EE behandelt Nach Einengan des LM i. Vak. kristalli«iarte das Produkt aus 

EtOH/EE in farb^oeen Nadetn au*. 

^Uisbeute: 620 mg (60,3 % djh.) 
Fp: 178-180*C 
Ml 9 : +33^T(c-1,AcOH) 
DC: einhaWlchinBAW, BEWE undBPEW 

Ki: (4,75 ± 0,7)00-' M 

BeUpiellll ^ 

oetrocinet and anschUeGend aut bopfopanol/Oii.opropylethef umkr.stallu.ert 
Ausbeute: 760 mg (68,8 %d.Th.) 
Fp: 17fr-184*C 
Ml*: +29,31* (c-1,Ac0H> 

DC- einheitlich in BAW, BEWE und BPEW 

Ki: (2,43±0.lM0-'M 

Belsplel IV 

L-Thloprolin^ytrolldJd-hvdrochlorld 

/Ausbeute: 41 6 mg (38 % d. Th.) 

Fp: 10*-109 # C 

la]^: -154,r(c-0,62,AcOH) 

DC: ainhaiUich in BAE, CM, EPEW 

IV.2.H-SPro-N CZ] ' HQ 

5fi5 m a Boc-SPro-N d wurden in3ml 1,1 N HCI/AcOH gelost, mit 300pl Thioanisol versetzt und 30Min. bei RT 

Ausbeuta: 1 82 mg (88 % d. Th.) 

Fp: 164-166'C 

[a]S*: -122.7 # (c = 0.62;AcOH) 

DC: einheitlich in BAW, BEWE, BPEW 

Ki: (3.95 + 0.4) O0" s M 

Beisptel V 

l-lsoleucin-thlaxolidid • hydrochlorid 

Ausbeute: 952mg(31 %d.Th.) 

lalS* (01) : - 1 4,1 *C (c = 0.6. AcOH) 

DC * einheitlich i n BAE. C M, E PE W 
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V2 H-JI«-N f~] • HO 

790ma Bocll-lhiazblidid wurden in 8ml 1.1 N HCI/AcOH „el6st. mil 800pl Thio«ni«o, versetrt und 30Min. boi RT 

Ausb«ute: 584mg(94%d.Th.) 

Fp: 116-120'C 

la)i*: +18.6Mc-0,77,AcOH| 

OC: einheitlichinBPEW.BEWE.BAW 

Ki: (1,23±0^JO0-'M 



